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摘要 : 昆虫 的 越冬 耐寒 过 程 与 糖 酵 解 、 辜 陵 已 糖 途径 和 抗 冻 保护 性 物质 合成 等 一 些 中 间 代 谢 有 关 
的 酶 有 关 。 该 文 对 松针 瘦 蚊 Thecodiplosis japonensis 老 熟 幼虫 1998/1999 越冬 期 间 体 内 上 述 代谢 酶 
活性 的 变化 进行 了 研究 。 越 冬 期 间 体内 糖 原 磷酸 化 酶 活性 明显 地 增加 ， 糖 酵 解 有 关 的 酶 〈 己 糖 诉 
Bt. FLEAS BS REE) 活性 较 低 ， 以 保证 更 多 的 碳 源 《 糖 原 ) 转化 成 海藻 糖 。 越 冬 期 间 ， 体 
内 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氨 酶 活性 增高 所 产生 的 还 原型 烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 磷 酸 (NADPH), TA 4 
胞 在 亚 低 温 状态 下 发 挥 正常 功能 以 及 体内 抗洪 保护 性 物质 的 合成 提供 还 原动力 ， 同 时 通过 调节 体 
内 海藻 糖 酶 活性 来 维持 越冬 期 间 较 高 含量 的 海藻 糖 和 移 除 春季 体内 累积 的 过 多 的 海藻 糖 。 
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越冬 昆虫 为 了 顺利 的 越冬 ， 一 般 可 以 通过 越冬 耐寒 锻炼 提高 其 对 低温 和 亚 低温 的 耐 受 性 ， 
这 种 低温 锻炼 过 程 包括 : 抗 冻 保 护 性 物质 《如 甘油 、 海 获 糖 、 山 梨 酵 和 肌 醇 ) 在 体内 的 累积; 
冰 核 介质 (ice nucleating agent， 包 括 冰 核 筷 白 ice nucleating protein) MPIRE H 《antifreeze 
proteins EXPAT SEA thermal hysteresis protein) 含量 和 活性 的 调节 等 方面 来 灵活 地 调节 虫 体 
的 过 冷却 点 (supercooling point》、 适 当 的 体内 降温 速度 等 达到 安全 越冬 的 目的 1-~3]。 根 据 越 
冬 昆 虫 体内 是 个 存 在 冰晶 ， 将 其 分 为 两 大 越冬 对 策 类 型 ， 避 免 结 冰 昆虫 〔《freeze-avoiding in- 
sect) 和 有 忍耐 结 冰 昆虫 〈freeze-tolerant insect)134]。 两 种 越冬 对 策 的 昆虫 越冬 机 制 有 许多 不 
FLA: 避免 结 冰 昆虫 通过 移 除 体内 的 冰 核 介质 / 秘 白 来 降低 虫 体 的 过 冷却 点 ， 同 时 通过 合成 抗 
冻 重 白 来 稳定 体内 的 过 冷却 状态 ， 忍 耐 结 冰 昆虫 通过 产生 或 活化 体内 湾 在 的 冰 核 介质 /蛋白 诱 
导 细胞 外 冰晶 的 形成 ， 同 时 也 可 通过 体内 合成 的 抗 冻 重 白 抑制 冰晶 的 重 结晶 。 但 两 种 对 策 的 
越冬 昆虫 有 一 个 共同 的 越冬 机 制 ， 即 通过 体内 累积 较 高 含量 的 抗 冻 保护 性 物质 RITE 
的 糖 和 多 元 醇 [2-7]。 而 这 些 抗 冻 保 护 性 物质 是 通过 降解 越冬 昆虫 脂肪 体内 所 储存 的 糖 原 ， 在 
较 低 的 温度 下 通过 诱导 和 调节 体内 一 系列 中 间 代 谢 有 关 的 酶 来 合成 的 。 这 些 抗 冻 保护 性 物质 
可 能 通过 保护 生物 膜 结构 的 完整 性 和 细胞 器 功能 的 整体 性 发 挥 重 要 的 作用 89]。 

HARE REIN Thecodiplosis japonensis 是 昔 国 林业 生产 的 重要 害虫 。 成 虫 出 现在 $ 月 末 到 
7 月 下 旬 , 在 6 月 中 旬 出 现 一 个 高 峰 ， 雌 蚊 羽 化 后 立即 交配 ， 产 卵 于 正 生 长 着 的 松针 簇 间 ， 
孵化 出 的 幼虫 回 松 针 基 部 缓慢 移动 ， 并 在 此 形成 虫 瘦 。 日 本 松针 瘦 蚊 幼虫 在 虫 瘦 内 度 过 3 个 
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龄 期 ， 发 育成 老 熟 的 幼虫 后 从 虫 瘦 内 钻 出 来 而 掉 入 林地 越冬 :10 。 该 虫 以 3 龄 老 熟 幼虫 在 浅 层 
土 表 采用 避免 结 冰 的 对 策 顺 利 越 冬 。 越 冬季 节 幼 虫 体 内 累积 较 高 含量 的 海 营 糖 和 携 脂 重 白 以 
SG Mts SAG, 

越冬 季节 昆虫 对 低温 和 亚 低 温 下 的 生态 适应 机 制 已 有 详尽 的 研究 报道 ， 但 对 越冬 昆虫 的 
生理 适应 机 制 ， 尤 其 是 对 参与 抗 冻 保护 性 物质 合成 的 中 间 代 谢 途 径 有 关 的 酶 研究 甚 少 。 

本 文 首次 报道 日 本 松针 瘦 蚊 幼虫 越冬 期 间 体内 参与 抗 冻 保 护 性 物质 《海棠 糖 》 合成 有 关 
的 中 间 代 谢 有 关 酶 的 变化 动态 ， 痔 明 松针 瘦 蚊 越冬 幼虫 体内 存在 明显 的 代谢 补偿 和 灵活 的 代 
谢 重 组 机 制 ， 使 其 顺利 越冬 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试剂 

所 有 生化 试剂 和 偶 联 酶 均 购 自 Sigma 公司 或 Boehringer-Mannheim 公司 。 
1.2” 供 试 虫 源 

PET BIN 3 龄 越冬 幼虫 采 自 1998/1999 越冬 季节 的 不 同时 期 (12 月 中 旬 人 至 次 年 的 4 月 上 
旬 )。 幼 虫 采 集 分 两 种 方法 ，12 月 中 下 旬 幼 虫 直 接 采 自 剖 开 的 虫 瘦 ， 收 集 到 的 幼虫 直接 置 于 
- 73°C 的 低温 冰箱 冷冻 保存 ， 待 用 。1 月 后 的 幼虫 按 李 狗 平 等 [22] 方 法 收集 。 
1.3 粗 酶 液 的 制备 

从 低温 冰箱 取出 的 不 同 越冬 时 期 的 适量 整体 幼虫 ， 放 在 匀 浆 器 中 ， 按 1:10 Cw/v) 加 入 
预 冷 的 咪唑 缓冲 液 (pH7.2，20 mmol/L PK ME, 5 mmol/L EGTA, 5 mmol/L EDTA, 
10 mmol/L B- GBF. 50 mmol/L 氟 化 钠 ，0.1 mmol/L PMSP, AK. SRE 26 000x g 
4 人 下 离心 20 min。 取 上 清 液 ， 经 Sephadex G-25 FF (1 cm X5 cm) 或 Pharmacia HiTrap® 柱 
(5 mL) 脱盐 ， 所 得 到 的 滤 出 液 作为 酶 液 。 对 于 糖 原 磷酸 化 酶 〈GPase) 活力 的 测定 ， 将 上 述 
匀 浆 液 静 置 后 ， 所 得 到 的 上 清流 ， 不 经 离心 直接 作为 酶 液 进行 测定 。 
1.4 酶 活力 的 测定 

所 有 的 酶 活力 测定 均 在 室温 C25) FLEA A Milton 3000 双 光 束 紫 外 分 光 光 度 计 下 进 
行 。 设 置 非 专 一 性 酶 活力 《在 缺少 底 物 或 酶 液 情 况 下 ) 为 对 照 。 一 个 酶 活力 单位 定义 为 2S 息 
下 每 分 钟 转化 1 ymo 底 物 所 需要 的 酶 量 。 

各 种 酶 活力 的 最 佳 测定 条 件 参 照 Joanisse 和 Storey O MAI, BARAFU TF: 

糖 原 磷酸 化 酶 :四 总 活力 《a + 5): 50 mmol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7.0)，4 mg/mL WR., 
5 «mol/L 和 葡萄糖 -1，6- 二 磷酸 ，0.2 mmol/L NADP+ 2 mmol/L AMP, 15 mmol/L 硫酸 镁 ， 
1 IU 葡萄 糖 磷酸 变 位 酶 ，1 IU 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 。@ 四 活性 形式 〈《a ): 上 述 条 件 下 ， 不 加 
AMP. CURR: 20 mmol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7.2)，2 mmol/L 和 葡萄糖 ，2 mmol/L ATP， 
0.5 mmol/L NADP+ 10 mmol/L 硫酸 镁 ， 过 量 的 和 葡萄糖-6- 磷 酸 脱 氧 酶 。 和 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱氧 
BS: 20 mmol/L 咪唑 缓冲 液 (pH7.2)，1 mmol/L 葡萄 糖 -6- 磷 酸 ，0.2 mmol/L NADP”. 
5 mmol/Lit RE. FLB AAR: 20 mmol/L KM BPH 《pH7.2)，2 mmol/L 丙酮 酸 ， 
0.15 mmol/L NADH. KAARS: 20 mmol/L KIERR (pH7.2), 0.1 mmol/L 果 糖 -1，6- 二 
磷酸 ，0.15 mmol/L NADH， 过 量 的 丙 糖 磷酸 异 构 酶 和 甘油 -3- 磷 酸 脱氧 酶 。 海 党 糖 酶 : 酶 活 
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性 的 测定 参照 Sato 等 [25] 的 方法 。 粗 酶 液 同 底 物 缓冲 液 [50 mmol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7.5)， 
0.133 mol/L a ,a- 海 藻 糖 | 在 2SC F30 min， 然 后 将 反应 混合 液 在 沸水 浴 中 加 热 4 min， 反 应 
所 释放 出 的 葡萄 糖 按 Sigma 公司 的 Trinder Glucose Kit 测定 。 

蛋白 质 测定 ， 人 参照 Bradford Wik. 

所 有 酶 活力 测定 设 3 一 $ 次 重复 ， 数 据 以 平均 数 土 标准 偏差 (M + SD) 表示 。 


2 结果 分 本 


昆虫 越冬 耐寒 过 程 与 中 间 代 谢 的 一 些 酶 有 关 ， 这 些 酶 包括 糖 酵 解 、 磷 酸 己 糖 途径 和 抗 冻 
保护 性 物质 合成 等 一 些 中 间 代 谢 途 径 有 关 的 酶 。 通 过 代谢 途径 的 重新 调整 ， 从 而 使 越冬 昆虫 
获得 对 低温 或 亚 低温 的 耐 受 能 力 。 

松针 瘦 蚊 越冬 幼虫 抗 冻 保护 性 物质 (海藻 糖 ) 的 积累 是 经 动用 体内 贮存 的 糖 原 而 来 的 。 
糖 原 降解 成 抗 冻 保护 性 物质 是 依赖 于 糖 原 磷酸 化 酶 的 活性 。 糖 原 磷酸 化 酶 总 活力 从 12 APE 
的 6.48 U/g ESI 12 月 下 旬 的 9.75 U/g 湿 重 ， 明 显 增加 。 这 种 高 活力 一 直 持续 到 3 月 中 多 
的 9.71 U/g 湿 重 。 越 冬 期 间 ， 糖 原 磷 酸化 酶 的 活性 形式 (2%) 占 总 活力 很 高 的 百分比 〈 图 
1)。 越 冬 期 间 糖 原 磷酸 化 酶 的 激活 可 保证 更 多 的 由 糖 原 而 来 的 碳 源 往 海藻 糖 合成 途径 转变 。 
己 糖 激酶 是 一 个 由 单 糖 〈 六 碳 糖 ) 进入 糖 酵 解 途径 的 酶 ， 也 是 越冬 后 期 海藻 糖 的 分 解 产物 
葡萄 糖 转化 为 其 它 代 谢 能 源 的 一 个 关键 酶 。 图 1 表明 : 己 糖 激酶 活力 保持 在 一 定 水 平 
(AN 7.48 U/g 湿 重 ) 直到 1 月 份 ， 接 着 酶 活力 急剧 下 降 到 2 月 中 旬 的 最 低 水 平 (1.47 U/g 
湿 重 )， 说 明 采 用 单 糖 〈 如 和 葡萄糖) 合成 抗 冻 保 护 性 物质 的 能 力 极 小 ， 越 冬 后 期 ， 酶 活力 重新 
返回 到 较 高 水 平 , ABI 7.50 U/g 湿 重 ， 活 力 的 提高 有 利于 将 由 海藻 糖 降解 而 来 的 葡萄 糖 转化 
为 其 它 生理 活动 所 需 的 能 量 。 
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图 1 越冬 期 间 日 本 松针 瘦 蚁 幼虫 整体 糖 原 磷酸 化 酶 (总 活力 atb 和 
活性 形式 <% ) 和 己 糖 激酶 酶 活力 变化 
Fig. 1 Seasonal profiles of activities of glycogen phosphorylase (GPase) and hexokinase in whole-body of 
overwintering T. japonensis larvae. For GPase, both total activity (a + $) and active form (a %) are shown 
酶 活性 以 酶 活性 单位 / 克 虫 体 湿 重 《U/g 湿 重 ) 表示 。 每 一 个 数据 点 代表 3 一 5 次 实验 的 平均 值 ， 
棱 的 大 小 代表 其 标准 偏差 。 图 2 一 图 4 相同 
Activities are shown as wnits/g wet weight. every data is indicated as mean | standard 


deviation (M | SD) for n=3~5 samples. Fig. 2~Fig. 4 are the same as Fig. 1 


230 B&B E = R 43 着 


图 2 是 与 糖 酵 解 有 关 的 二 个 关键 酶 ， 醛 缩 酶 和 乳酸 脱氧 酶 ， 由 糖 原 转化 成 海藻 糖 依赖 于 
它们 的 相对 活力 。 由 图 可 看 出 : 醛 缩 酶 活力 保持 在 约 55.00 U/g 湿 重 水 平 直到 1 月 ， 接 着 下 
降 到 2 月 的 最 低 水 平 (40.38 U/g 湿 重 )， 最 后 返回 到 较 高 水 平 。 乳 酸 脱氧 酶 的 活力 从 越冬 前 
期 就 显著 下 降 到 1 月 的 2.60 U/g 湿 重 ， 接 着 持续 增加 到 4 月 的 10.60 U/g 湿 重 ， 而 达到 越冬 
前 期 水 平 。 这 二 个 酶 显示 相同 变化 模式 ， 即 越冬 里 期 糖 酵 解 受 抑制 ， 利 于 更 多 的 碳 源 往 海藻 
糖 合成 方向 转移 ， 而 后 ， 酶 活性 增高 ， 利 于 清除 体内 黑 积 的 抗 冻 保 护 性 物质 〈 海 藻 糖 )。 
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Fig. 2 Seasonal profiles of activities of aldolase and lactate dehydrogenase 


in whole-body of overwintering T. japonensis larvae 
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(NADPH) 的 首要 的 关键 酶 。 图 3 表明 : 该 酶 由 越冬 前 期 的 0.61 U/g 湿 重 显著 增加 到 1 月 中 
旬 的 1.22 U/g 湿 重 ， 后 持续 达到 2 月 的 2.02 U/g 湿 重 ， 最 后 显著 下 降 到 0.08 U/g 湿 重 ， 直 
到 4 月 。 海 藻 糖 的 合成 需要 一 定 的 由 NADPH 所 提供 的 还 原 环 境 ， 使 细胞 在 亚 低温 下 仍 保持 
正常 功能 ， 同 时 NADPH 也 是 合成 抗 冻 保护 性 物质 所 必须 的 。 
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Fig. 3 Seasonal profile of activity of glucose-6- 
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Fig. 4 Seasonal profile of activity of trehalase 
phosphate dehydrogenase in whole-body of in whole-body of overwintering 
overwintering T. japonensis larvae T. japonensis larvae 


海 荣 糖 酶 能 降解 海 荣 糖 成 葡萄 糖 。 由 图 4 可 看 出 ， 越 冬 前 期 酶 活力 逐渐 下 降 ， 直 到 越冬 


中 期 的 最 低 水 平 (1.00 U/g 湿 重 )， 即 幼虫 体内 海 落 糖 含量 最 高 的 时 期 ;越冬 后 期 ， 酶 活力 
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开始 反弹 到 较 高 水 平 ， 有 利于 移 除 体内 过 量 的 海藻 糖 。 


3 讨论 


冬季 ， 低 温 来 临 前 ， 具 有 耐寒 能 力 的 越冬 松针 妆 蚊 幼虫 必须 月 动 一 些 对 冬季 所 遇 到 的 致 
和 死 的 低温 和 亚 低温 伤害 所 需 的 生理 生化 适应 机 制 : 体内 累积 较 高 含量 的 海 荣 糖 、 合 成 高 热 清 
活性 的 抗 冻 蛋白 和 获得 快速 冷 耐 受 能 力 等 机 制 [2517]。 

体内 海棠 糖 的 合成 是 在 一 系列 与 中 间 代 谢 有 关 栈 的 调控 下 进行 的 。 海 藻 糖 是 由 体内 脂肪 
体 所 贮存 的 糖 原 转化 而 来 。 图 1 表明 这 种 转化 是 在 高 活性 的 糖 原 磷酸 化 酶 参与 下 实现 的 ， 酶 
活性 的 时 序 变 化 与 海藻 糖 累积 的 趋势 有 一 致 性 51]: 越冬 期 间 ， 总 糖 原 磷 酸化 酶 和 活性 形式 均 
保持 在 高 水 平 上 ， 有 利于 更 多 的 碳 源 转化 成 海藻 糖 。 

海 营 糖 的 大 量 合成 是 以 大 量 的 碳 源 为 基础 的 ， 为 此 必须 抑制 消耗 碳 源 的 另 一 个 代谢 途径 。 
日 本 松针 妆 蚊 越冬 幼虫 体内 与 糖 酵 解 途径 有 关 的 酶 活性 变化 趋势 很 好 地 说 明了 这 点 《图 2D: 
当 大 量 合 成 海 莹 糖 时 ， 同 其 它 象 积累 山梨 醇 的 越冬 昆虫 一 样 ， 醛 缩 酶 和 乳酸 脱氧 酶 表现 较 低 
的 活力 ;相反 ， 当 须 清除 体内 积累 的 海藻 糖 时 ， 则 表现 较 高 的 活力 [13'19。 

同时 海藻 糖 的 合成 也 需要 一 定 的 还 原 环境 ， 这 主要 是 由 磷酸 己 糖 支 路 的 第 一 个 关键 酶 葡 
萄 糖 -6- 磷 酸 脱 气 酶 所 产生 的 NADPH 来 提供 。 越 冬 的 低温 环境 下 ， 该 酶 仍 保 持 很 高 活性 ， 不 
但 有 利于 提供 细胞 还 原状 态 ， 也 有 利于 低温 下 抗 冻 保护 性 物质 合成 《图 3)。 

海藻 糖 是 日 本 松针 瘦 蚁 越冬 幼虫 重要 的 抗 冻 保护 性 物质 沾 。 海 藻 糖 酶 在 调节 其 体内 含量 
有 者 十 分 重要 的 作用 : 在 越冬 的 早 中 期 ， 抑 制 该 酶 活性 ， 维 持 体 内 海藻 糖 较 高 售 量 ， 越 冬 后 
期 ， 激 活该 酶 ， 清 除 体 内 积累 的 海藻 糖 《图 4)。 采 用 海藻 糖 酶 来 调节 体内 海藻 糖 含量 是 一 种 
十 分 经 济 的 调节 方式 。 
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Abstract: Insect cold hardening processing is related with the activity of some enzymes of intermediary 
metabolism, including enzymes of glycolysis: hexose monophosphate shunt and cryoprotectant synthesis. 
In this study, overwintering larvae of pine needle gall midge, Thecodiplosis japonensis» were sampled at 
various dates over 1998~1999 winter and the profile of enzymic activity of intermediary metabolism was 
studied. The increased glycogen phosphorylase during overwintering ensured the required flow of carbon in- 
to the synthesis of trehalose. Enzymes of glycolysis Chexokinase, lactate dehydrogenase, aldolase) showed 
low activities during overwintering when more carbon flowing into trehalose synthesis. The glucose-6-phos- 
phate dehydrogenase increased during overwintering, indicating that reduced condition of cell might keep 
the cell in proper function even in cold temperature, and also for cryoprotectant synthesis. The changes in 
trehalase activity showed that low activity was for keeping higher trehalose content and high activity for re- 


moving it in the spring. 
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overwintering insect 


